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ゲ ノ ム D N A は 生 物 の 遺 伝 情 報 が 書 き 込 ま れ て い る 重 要 な 物 質 で あ り 、 真 核 生
物 の 場 合 、細 胞 の 核 内 に 収 納 さ れ て い る 。出 芽 酵 母 の ゲ ノ ム D N A は 1 , 2 0 0 万 塩 基
対 で 、 直 径 約 1  μm の 核 内 に 収 容 さ れ て い る 。 一 方 、 ヒ ト の ゲ ノ ム D N A は 3 0 億
塩 基 対 で 、 直 径 1 0  -  1 5  μm  の 核 内 に 収 容 さ れ て い る 。 ヒ ト ゲ ノ ム D N A の 場 合 、
二 倍 体 と し て 、 そ の 全 長 は 約 2  m  に も お よ び 、 こ の こ と は 、 真 核 生 物 の ゲ ノ ム
D N A を 核 内 に 収 容 す る た め に は 、秩 序 だ っ た 高 次 の 折 り た た み が 必 要 で あ る こ と
を 示 し て い る 。  
こ の ゲ ノ ム D N A の 高 次 の 折 り た た み は 、 ヒ ス ト ン （ H 2 A,  H 2 B ,  H 3 ,  H4） を 中
心 と し た タ ン パ ク 質 群 に よ る ク ロ マ チ ン 構 造 に よ っ て な さ れ て い る 。 ク ロ マ チ ン
構 造 は 、 そ れ ぞ れ 二 分 子 の ヒ ス ト ン か ら な る ヒ ス ト ン 八 量 体 の 周 囲 に 1 4 6 塩 基 対
の D N A が 巻 き つ い た ヌ ク レ オ ソ ー ム と 呼 ば れ る 構 造 を 基 本 単 位 と し 、 こ の ヌ ク
レ オ ソ ー ム が 数 珠 状 に 連 な っ た 機 能 的 な 構 造 体 で あ る 。 こ れ ま で に 、 ク ロ マ チ ン
構 造 は 、 ゲ ノ ム D N A を 核 内 に 収 容 す る た め の 高 次 構 造 体 と し て の み の 役 割 を 持
つ と 考 え ら れ て き た 。 し か し 、 近 年 の 研 究 に よ り 、 そ の よ う な 役 割 だ け で な く 、
転 写 ・ 複 製 ・ 組 換 え ・ 染 色 体 分 配 な ど の ゲ ノ ム D N A の ダ イ ナ ミ ク ス に お い て 、
ク ロ マ チ ン 構 造 が 積 極 的 に 関 与 す る こ と が 明 ら か と な っ て き た 。  
ク ロ マ チ ン 構 造 が こ れ ら の 制 御 を 行 う 機 構 に つ い て 、 現 在 、 大 き く わ け て 二 通
り の 機 構 が 考 え ら れ て い る 。 一 つ 目 は ヒ ス ト ン の 翻 訳 後 修 飾 、 二 つ 目 は ヒ ス ト ン
バ リ ア ン ト の 使 い 分 け で あ る 。 始 め に 、 ヒ ス ト ン の 翻 訳 後 修 飾 に つ い て 述 べ る 。
ヒ ス ト ン は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 基 本 単 位 で あ る ヌ ク レ オ ソ ー ム の 構 成 要 素 で あ る
が 、 ヒ ス ト ン が ア セ チ ル 化 ・ メ チ ル 化 ・ リ ン 酸 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 を 受 け る こ と
に よ り 、 そ の 周 辺 の 染 色 体 領 域 が 他 の 領 域 と は 異 な る 役 割 を も つ こ と が 分 か っ て
き た 。 例 を 挙 げ る と 、 転 写 が 活 発 な ク ロ マ チ ン （ ユ ー ク ロ マ チ ン ） 領 域 で は 、 ヒ
ス ト ン H 3 の ア セ チ ル 化 修 飾 の レ ベ ル が 高 く 、 逆 に 、 転 写 が 不 活 発 な ク ロ マ チ ン
（ ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン ） 領 域 で は 、 ヒ ス ト ン H 3 の メ チ ル 化 修 飾 の レ ベ ル が 高 い こ
と が 知 ら れ て い る 。 次 に 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト に つ い て 述 べ る 。 ヒ ス ト ン に は 、
対 立 遺 伝 子 以 外 に も 、 異 な っ た 遺 伝 子 座 に ヒ ス ト ン 遺 伝 子 が 存 在 す る が 、 こ れ ら
を ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト と 呼 ぶ 。ヒ ト に お い て は 、ヒ ス ト ン H2 A の バ リ ア ン ト と し
て H2 A X、H 2 A Z、H 2 A B b d、ma c r o H2 A、ヒ ス ト ン H 2 B  の バ リ ア ン ト と し て sp H 2 B、
H 2 B F W T、h T S H 2 B、ヒ ス ト ン H 3 . 1 の バ リ ア ン ト と し て H 3 . 2、H 3 . 3、H 3 t、C E N P - A
が 存 在 し て い る 。 ヒ ス ト ン H 4  に 関 し て は 、 バ リ ア ン ト は 報 告 さ れ て い な い 。 以
前 は 、 こ れ ら の ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト は 個 別 の 機 能 を 持 た ず 、 均 一 な 性 質 の ヒ ス ト
ン 亜 種 で あ る と 考 え ら れ て い た 。 し か し 、 近 年 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト が 染 色 体 に
お け る 機 能 的 な ク ロ マ チ ン 構 造 形 成 に 主 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 指 摘 さ れ て お り 、
ク ロ マ チ ン 構 造 の 機 能 発 現 機 構 を 理 解 す る た め に は 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト の 解 析
が 必 須 で あ る 。 実 際 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 性 質 が 、 取 り 込 ま れ て い る ヒ ス ト ン バ リ
ア ン ト に よ り 異 な る こ と が 報 告 さ れ て い る 。ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト に つ い て 、現 在 、
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特 に 解 析 が 進 ん で い る も の は H 2 A と H 3 で あ る 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 ヒ ト の H 3
バ リ ア ン ト に 着 目 し て 、 研 究 を 行 っ た 。  
ヒ ト の H 3 バ リ ア ン ト に 関 し て は 、 以 下 の 機 能 的 な 分 類 が な さ れ て い る 。 １ ）
H 3 . 1、H 3 . 2 は 複 製 依 存 的 に 発 現 し て ク ロ マ チ ン に 取 り 込 ま れ る 。２ ）H 3 . 3 は 複 製
非 依 存 的 に 発 現 し て 転 写 が 活 発 な 領 域 の ク ロ マ チ ン に 取 り 込 ま れ る 。３ ）C E N P - A
は セ ン ト ロ メ ア 領 域 の ク ロ マ チ ン に 取 り 込 ま れ る 。 ４ ） H 3 t は 精 巣 で 特 異 的 に 高
発 現 し て い る 機 能 未 知 の バ リ ア ン ト で あ る 。 C E N P - A を 除 く 4 種 類 の H 3 バ リ ア
ン ト は 、 多 く て 5 ア ミ ノ 酸 の 違 い し か 持 た な い が 、 上 述 し た よ う に 、 そ の 細 胞 内
で の 挙 動 は 大 き く 異 な る 。 な ぜ 、 数 ア ミ ノ 酸 し か 異 な ら な い H 3 バ リ ア ン ト が 、
ク ロ マ チ ン 領 域 の 機 能 を 規 定 し う る の か を 検 証 す る た め に は 、 ヒ ス ト ン バ リ ア ン
ト を 含 む ク ロ マ チ ン の 機 能 と 構 造 を 個 別 に 解 析 す る 必 要 が あ る 。  
従 来 、 ヒ ス ト ン は 、 高 等 動 物 細 胞 か ら 単 離 精 製 さ れ て い た 。 し か し 、 こ の 方 法
で は 、 様 々 な ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト が 混 在 し て し ま う た め 、 試 験 管 内 で 、 ヒ ス ト ン
バ リ ア ン ト の 解 析 を 行 う こ と は 不 可 能 で あ っ た 。 そ こ で 、 本 論 文 で は 、 リ コ ン ビ
ナ ン ト タ ン パ ク 質 と し て 個 別 に H 3 バ リ ア ン ト を 発 現 ・ 精 製 す る 系 を 確 立 し た 。
ま た 、同 様 に 発 現・精 製 し た H2 A、 H 2 B、 H4 と 共 に 、ヒ ト H3  バ リ ア ン ト の 生 化
学 的 解 析 を 行 っ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 置 換 が ヌ ク レ オ ソ ー ム 構 造 に 及 ぼ
す 影 響 を 明 ら か に す る た め に 、H3 バ リ ア ン ト を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム の 結 晶 構 造 解
析 を 行 っ た 。  
 本 論 文 の 第 一 章 は 序 論 で あ り 、 始 め に ク ロ マ チ ン お よ び ク ロ マ チ ン の 主 成 分 で
あ る ヒ ス ト ン に つ い て 説 明 す る 。 続 い て 、 今 回 の 解 析 対 象 で あ る ヒ ス ト ン バ リ ア
ン ト に つ い て 説 明 す る 。 ま た 、 ヒ ス ト ン の ヌ ク レ オ ソ ー ム 形 成 を 触 媒 す る ヒ ス ト
ン シ ャ ペ ロ ン に つ い て も 記 述 す る 。  
 第 二 章 で は 、 実 験 に 用 い た ヒ ス ト ン H2 A、 H 2 B、 H3 お よ び H 4 を 、 リ コ ン ビ ナ
ン ト タ ン パ ク 質 と し て 発 現 ・ 精 製 す る 方 法 に つ い て 記 述 す る 。 さ ら に 、 精 製 し た
ヒ ス ト ン を 用 い て 、 H 2 A / H2 B  複 合 体 、 お よ び H 3 / H 4  複 合 体 の 形 成 に つ い て 記 述
す る 。 ま た 、 生 化 学 的 解 析 に 用 い た D N A の 調 製 方 法 に つ い て も 記 述 す る 。 そ し
て 、 精 製 し た ヒ ス ト ン 複 合 体 と D N A を 用 い て 、 塩 透 析 法 に よ り ヌ ク レ オ ソ ー ム
を 再 構 築 し 、 得 ら れ た 再 構 成 ヌ ク レ オ ソ ー ム の 性 質 に つ い て 生 化 学 的 お よ び 分 子
生 物 学 的 手 法 を 用 い て 解 析 し た 結 果 に つ い て 記 述 す る 。  
 第 三 章 で は 、 第 二 章 で 確 立 し た 方 法 を 用 い て 、 ヒ ス ト ン H 3  バ リ ア ン ト の 機 能
解 析 を 行 っ た 。 精 製 し た ヒ ス ト ン バ リ ア ン ト 複 合 体 を 用 い て 、 塩 透 析 法 に よ り 試
験 管 内 で H 3 バ リ ア ン ト を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム を 再 構 築 し た 。 生 体 内 で は 、 ヌ ク
レ オ ソ ー ム へ の ヒ ス ト ン の 取 り 込 み は 、 ヒ ス ト ン シ ャ ペ ロ ン と 呼 ば れ る 因 子 群 に
よ っ て 行 わ れ る と 考 え ら れ て い る 。そ こ で 、本 章 で は 、ヒ ス ト ン シ ャ ペ ロ ン と H3
バ リ ア ン ト を 用 い た 生 化 学 的 解 析 を 行 い 、そ れ ら の 間 の 機 能 的 な 関 連 を 検 討 し た 。
ヒ ス ト ン シ ャ ペ ロ ン と し て は 、 現 時 点 で 最 も 解 析 が 進 ん で い る ヒ ト N a p - 1 と 、 そ
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の ホ モ ロ グ で あ る ヒ ト N a p - 2  を 用 い た 。 こ れ ら の 実 験 で ヒ ト H 3 バ リ ア ン ト H 3 t
を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム は 、N a p - 2 に よ っ て 形 成 が 促 進 さ れ る が 、N a p - 1 で は ヌ ク レ
オ ソ ー ム 形 成 が 促 進 さ れ な い こ と が 分 か っ た 。H3 t  と H 3 . 1  の 間 に は 、4 ア ミ ノ 酸
の 違 い が あ り 、そ の 違 い が N a p - 1  と N a p - 2  の ヌ ク レ オ ソ ー ム 形 成 特 異 性 の 原 因 で
あ る と 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 ど の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 H 3 t  の ヒ ス ト ン シ ャ ペ ロ 特 異
性 に 重 要 で あ る か を 、 一 ア ミ ノ 酸 ず つ 置 換 し た 変 異 体 を 用 い て 解 析 し た 。 そ の 結
果 、 原 因 と な る ア ミ ノ 酸 置 換 を 特 定 す る こ と に 成 功 し た 。 本 章 で は 、 こ れ ら の 変
異 体 ヒ ス ト ン H3  を 用 い た 解 析 に つ い て 記 述 す る 。  
 第 四 章 で は 、 ヒ ス ト ン シ ャ ペ ロ ン に 対 す る 特 異 性 が 見 出 さ れ た H3 t を 含 む ヌ ク
レ オ ソ ー ム に 関 し て 、 X 線 結 晶 構 造 解 析 を 行 っ た 結 果 を 記 す 。 H 3 t を 含 む ヌ ク レ
オ ソ ー ム の 単 結 晶 の 作 製 に 成 功 し 、2 . 8Å の 分 解 能 で そ の 立 体 構 造 を 決 定 し た 。本
章 で は 、 そ の 構 造 的 特 徴 に つ い て 記 述 す る 。 ま た 、 H 3 t  は D N A 非 存 在 下 に お い
て 、 ヒ ス ト ン 八 量 体 の 形 成 能 が H3 . 1  と 比 較 し て 著 し く 低 い こ と が 明 ら か と な っ
た 。 さ ら に 、 今 回 決 定 し た H3 t  を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム の 結 晶 構 造 と 、 H 3 . 1  を 含
む ヌ ク レ オ ソ ー ム の 結 晶 構 造 と を 比 較 し た 結 果 、H3 t  を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム で は 、
一 部 の D N A と の 相 互 作 用 の 様 式 が 、H 3 . 1  を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム と は 異 な る こ と
が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 H 3 t  を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム の 熱 安 定 性 を 解 析 し た と こ
ろ 、 H 3 . 1  を 含 む ヌ ク レ オ ソ ー ム よ り 、 熱 安 定 性 が 低 い こ と が 分 か っ た 。  
 第 五 章 で は 、 第 三 章 お よ び 第 四 章 で 示 し た 結 果 を 総 括 し 、 ヒ ト H 3  バ リ ア ン ト
の 細 胞 内 で の 役 割 に つ い て 考 察 す る 。  
